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研究成果の概要（和文）：魚類の多様な繁殖様式を担う配偶子幹細胞の研究において、配偶子幹細胞と分化を開
始した細胞を識別するための分子マーカーの同定は必須である。そこで、本研究では、精子形成のもととなる精
原幹細胞に着目し、ニジマスを用いて、その分子マーカーの同定を試みた。その結果、精原幹細胞のマーカーと
して、3種類の転写産物を同定することに成功した。本研究で得られた成果は、魚類において、配偶子幹細胞の
研究を行う上で基盤となることが期待される。
研究成果の概要（英文）：In fish, reproductive strategies greatly differ: such as seasonal breeding, 
semelparity, iteroparity and so on. Germ line stem cells play pivotal roles in these reproductive 
strategies. In this study, we try to identify the molecular markers to identify spermatogonial stem 
cells. As a result, we successfully identify three transcripts preferentially expressed in 
spermatogonial stem cells. These finding will provide the basis for analyzing the germline stem 
cells in fish.  
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１．研究開始当初の背景 
 魚類の繁殖様式は、他の動物群に比べ非常
に多岐に渡ることが知られている。例えば、
生涯において一度だけ配偶子を作り死亡す
る魚種もいれば、複数年にわたり繰返し配偶
子を作る魚種もいる。また、明瞭な繁殖期を
有する魚種では、繁殖期と非繁殖期において
生殖腺の構造は大きく変化する。配偶子幹細
胞はこれらの繁殖様式の根幹を担う細胞で
あるにも関わらず、その研究はほとんどされ
ていない。その理由として、魚類の配偶子幹
細胞を厳密に同定するための分子マーカー
が単離されていないため、配偶子幹細胞と分
化を開始した細胞を区別することが困難な
ことがあげられる。 
 これまでに、ニジマスを用いて、配偶子幹
細胞の中でも、特に将来、数百億という精子
を生産する精原幹細胞を機能的に同定する
方法が開発されてきた。精巣生殖細胞を孵化
稚魚腹腔に移植すると、一部の精原細胞のみ
が宿主生殖腺へと生着する。その後、生着し
た精原細胞は、宿主生殖腺内で増殖し、継続
して精子を生産し続けることから、宿主生殖
腺に生着した精原細胞こそが精原幹細胞で
あると考えられる。そこで、宿主生殖腺への
生着能を有する精原幹細胞の分子マーカー
を単離するために、フローサートメーターを
用いて検出される Side populationを指標とし
た方法や、マウス精原幹細胞の分子マーカー
のホモログの解析などが行われてきた。しか
し、これまで行われてきたいかなる方法にお
いても、精原幹細胞の分子マーカーの単離に
は至っていないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ニジマスを用いて魚類精原幹
細胞の分子マーカーを単離することを目的
として研究を行った。そのために、高純度で
濃縮された精原幹細胞、すなわち、宿主生殖
腺に生着した直後の精原細胞の遺伝子発現
を網羅的に解析した。 
 
３．研究の方法 
 ニジマスを用いて、宿主生殖腺に生着した
精原幹細胞の遺伝子発現を網羅的に解析す
ることにより、精原幹細胞の分子マーカーの
探索を試みた。宿主生殖腺に生着する精原幹
細胞の数はごくわずかのため、従来の方法で
網羅的な遺伝子発現解析を行うのに十分な
数を得るのは困難であった。そこで、1 細胞
レベルで網羅的に遺伝子発現解析をするた
めの手法である Quartz-seq法を用いて解析を
行った。本法を用いることで、「移植に用い
た全精原細胞（大部分が生着能をもたない）」
と、「宿主生殖腺に生着した精原幹細胞」で、
遺伝子発現を網羅的に比較した。 
 得られたデータを主成分分析（PCA解析）
に供することにより、精原幹細胞を特徴づけ
るのに寄与する遺伝子を探索した。 
 次に、精原幹細胞を特徴づけることが示唆
された遺伝子について、qPCR 法により絞り
込みを行った。これまでの研究から、宿主生
殖腺への高い生着能をもつ細胞は、フローサ
イトメーターを用いて検出される Side 
population（SP）分画に濃縮されることが明ら
かになっている。そこで、精原幹細胞を特徴
づけることが示唆された遺伝子について、SP
分画に含まれる細胞（SP細胞）と、それ以外
の細胞（非 SP 細胞）間で qPCR 法による発
現量の比較を行った。 
 以上のスクリーニングにより、絞り込まれ
た遺伝子について、精巣組織において一部の
精原細胞を特異的に標識するか否か明らか
にするために組織染色を行った。 
 
４．研究成果 
 全精原細胞に対して、宿主生殖腺に生着し
た精原幹細胞で有意に高発現する転写産物
を同定するために、「移植に用いた全精原細
胞（大部分が生着能をもたない）」を94細胞
と、「宿主生殖腺に生着した精原幹細胞」を
13細胞単離し、Quartz-seq法を用いて細胞ご
とに遺伝子発現を網羅的に解析した。得られ
た結果を確認したところ、すべての細胞から、
ほぼ均一に、1 細胞あたり約 150 万リードの
情報が得られていることが明らかになった。
さらに、ニジマスのトランスクリプトームデ
ータへの map率においても、すべての細胞で
約 75%と均一な結果が得られた。以上の結果
から、「移植に用いた全精原細胞（大部分が
生着能をもたない）」と「宿主生殖腺に生着
した精原幹細胞」のすべての細胞から、均一
なデータが得られたことが示唆された。 
 そこで、得られたデータを解析し、「移植
に用いた全精原細胞（大部分が生着能をもた
ない）」と「宿主生殖腺に生着した精原幹細
胞」の間で遺伝子発現の比較を行った。その
結果、2904種類の転写産物において、これら
の細胞間で発現に有意な差が認められた。 
 これら、2904種類の転写産物の発現量情報
を用いて、PCA 解析を行うことにより、「移
植に用いた全精原細胞」と「宿主生殖腺に生
着した精原幹細胞」の違いを特徴づけるのに
寄与する転写産物の同定を試みた。その結果、
第一主成分（PC1）においてこれらの二種類
の細胞の違いが明瞭に識別されることが明
らかになった。このことから、これら二種類
の細胞の違いを特徴づけるのに寄与する遺
伝子は、第一主成分（PC1）に対して高い相
関を示す転写産物となる。そのような転写産
物を探索したところ、相関係数が 0.4 以上の
ものが、101 種類同定された。さらに、その
うち 74種類の転写産物は、「宿主生殖腺に生
着した精原幹細胞」を特徴づけるのに寄与す
ることが明らかになった。 
 次に、これら 74 種類の転写産物について
絞り込みを行うために qPCR法を用いて解析
を行った。具体的には、宿主生殖腺への高い
生着能を有する精原幹細胞が濃縮されるこ
とが明らかになっている SP細胞と、非 SP細
胞間で、74種類の転写産物の発現量を qPCR
法により比較した。その結果、非 SP 細胞に
くらべ、SP細胞で 2倍以上高発現する転写産
物を 11 種類同定することに成功した。これ
らの転写産物は、宿主生殖腺への高い生着能
を有する精原幹細胞の分子マーカーの候補
であると考えられる。 
 今後、これらの分子マーカーを用いて、精
巣組織における発現解析を進めていく上で
重要となるのは、組織染色において、精原幹
細胞、すなわち、一部の精原細胞を特異的に
標識することができるか否かである。そこで、
これら 11 種類の転写産物をコードする遺伝
子の発現を、in situ hybridization法および免疫
組織化学染色法により解析した。その結果、
一部の精原細胞で特異的な発現が見られる
遺伝子を 3種類同定することに成功した。こ
れらの遺伝子は、魚類において精原幹細胞を
識別する分子マーカーとなり得ることが強
く示唆された。 
 
 本研究の成果は、魚類精原幹細胞の動態を
解析するに際し、精原幹細胞と分化を開始し
た細胞を識別するための分子マーカーを単
離したことであり、今後の魚類の配偶子幹細
胞研究の基礎となることが期待される。 
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